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5 La pr6sen,e invention concerne MM. d'un anticorps pour la fabrication dm 
meoicament destin* a induire la secretion d'au moins nne cytokine par nne cellule 
effectrice appartenant an systime imn.uni.aire, ledi. anticorps etant caractSrise en ce 
„* est obtenu par nn precede de selection comprenant une mise en contact de 
eeUules effectives dnsys^mnmnm^eHprtoarnlerec^teurCD^tiansform^ 

,0 on non, dans nn milieu rfafctionnel en presence de fanticorps a tester et de 1'antigene 
dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la 
cellule exprimant le recepteur CD16. ^ 

LMmmunotherapie a 1'aide d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux est en passede 
15 devenir un des aspect les plus imports de la mMecine. En revanche, les resultats 
. obtenus lors d'essais cliniques apparaissen. central. En effet, il pent severer || 
Anticorps monoclonai ne soit pas suffisamment efficace. Aujourd-hui, la recherche 
s'oriente snr le fragment Fey de Pimmunoglobnline afin d'ameliorer les propria^ ^ 
anticorps. A terme, cela devrait permettre Pobtention d'anticcrps qui interact et 
20 activent les recepteurs des cellules effectrices (macrophage, lymphocyte T, H et NK.). 

La fixation d'un anticorps sur son ligand pent induire une activation de certaines 
cellules effectrices via leurs rScepteura Fc. Une des cogences de 1'activation des 
cellules est non seulement reduction de propria fonctionnelles, comme 1'ADOC on 
25 ^activation du comment, mais aussi ,a production de cytokines. Ces cytokmes, 

produites an site deactivation des effecteurs, peuven. exercer differentes active 

biologiques. 

Or datrslecadredel-invention.onatrouveque.-activa.ionlesrfceptcursdescellules 
30 effectrices produits des reponses ties differentes conduisant I la liberation d'une ou 



plusieurs cytokines. Ces cytokines sont responsables de l'activation ou de l'inhibition 
de certains composants du systeme immunitaire selon le cas. 

Ainsi, le probleme est de savoir qu'elle est la capacite d'un anticorps donne a stimuler 
5 la production de cytokines par les cellules effectrices et queues sont les consequences 
d'une telle activation en fonction de la nature des cytokines liber6es. 

II peut s'averer par exemple q'un meme anticorps dirig6 contre un antigene donne soit 
complement inefficace lors qu'il est produit dans des lignees de myelome de souris, 
10 alors qu'il se montre tres efficace lors qu'il est produit dans d'autres lignees 
cellulaires. 

Ainsi, l'objectif est d'utiliser des anticorps qui ont ete prealablement selectionnes pour 
leur capacite a activer tels ou tels composants du systeme immunitaire, par exemple 
1 5 l'ADCC ou au contraire qui sont incapables d'induire une reponse cytotoxique. 

A cet effet, on a trouve que la fixation d'un anticorps sur son ligand peut induire une 
activation de la cellule Jurkat transferee CD16 induisant la secretion d'IL2. Une forte 
correlation est observee entre la secretion d'IL2 par Jurkat CD16 et l'activite ADCC 
20 mediee par leCD16 des cellules effectrices. 



L'invention propose done d'utilisation des anticorps selectionnes par un test jurkat 
CD16 par mesure d'IL2 secretee ou d'autres cytokines, ce qui permet de garantir 
l'activite biologique desdits anticorps pour un usage therapeutique. 



25 



Description 

Ainsi, la presente invention se rapporte a l'utilisation d'un anticorps pour la fabrication 
_39 e Hun mcdicamc nt^estme-trirdmt^^ d'au iiiuiu^ u ne cvtukinu pai u.xc vJl^k 
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effectrice appartenant au systeme irnmunitaire, ledit anticorps etant caractense en ce 
quMl est obtenu par un precede de selection comprenant une mise en contact de 
cellules effectrices dn systeme tamunitaire exprimant le recepteur CD16, transferees 
ou non, dans un mffieu r6actio»nel en presence de I'anticorps a tester et de I'anttgene 
dudit anticorps et une mesure de la quantite d'au motas une cytokine produite par la 
cellule exprimant le recepteur CD16. 

On entend par cellule tmnsformee, une cellule modiflee genetiquement de sorte a 
exprimer nn reoepteur, en particulier le receptee CD16. 

De preference, on utilise pour la selection des anticorps nnc lignee Jurkat transferee 
avec nn vecteur depression codant ponr le recepteur CD16 comme ceUnle effectnee. 
Certe lignee est particuliiretnent avantagense car elie est tamortalisee et se develop 
indefiniment dans des milieux cultures. * 



--•-a 
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Lesdites cytokines liberees sent des interleukines, des interferons et des factenrs de 

necrose tissulaire (TNE), -* 
Ainsi I'anticorps selectionne a la capacite d'induire la section d'au morns une, 
cytokine choisie parmi 1L-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, 1L-7, IL-8, M. IL-10 
TNFa et IFN? par les ceUules effectrices du systeme immnnitaire exprimant le 
recepteur CD16. 

De preference, I'anticorps selectionne a la capacite d'induire la secretion d'IL-2 par les 
cellules effectrices du systeme immnnitaire exprimant le reoepteur CD16. Le taux 
d'interleukine IL2 secretee reflete la qualM de I'anticorps fixe par le recepteur CD16 
quant 4 son integrite (function FC) e. a son efficacite (site antigenique) de liatson a 
Vantigene. La mesure dn taux d'IL2 est corrflec a une aotivite du type ADCC. 



Bn outre, I'anticorps pent etre selectionne aprea avoir ete pnrifie. 

30 



La selection peut se faire sur des anticorps produits par des cellules couramment 
utilisees pour la production d'anticorps therapeutiques, telles que CHO, YB2/0, les 
cellules lymphoblastics humaines, les cellules d'insectes et les cellules de myelomes 
murines. La selection peut egalement Stre appliquee a revaluation aux anticorps 
5 produits par des plantes transgeniques ou de mammiferes transgeniques. 

Dans un mode de realisation particulier, 1' anticorps selectionne est capable d'induire la 
secretion d'au moins une cytokine par une cellule leucocytaire, en particulier de la 
famille des NK (natural killer) ou par des cellules du groupe monocytes-macrophages. 

10 

L'invention se rapporte egalement l'utilisation des anticorps selectionnes decrits ci- 
dessus specifiques d'un antigene qui provient d'une cellule pathologique ou d'un 
organisme pathogene pour l'homme. 
Cet anticorps est un anticorps monoclonal ou polyclonal. 

15 

Par exemple, l'anticorps est un anticorps monoclonal ou polyclonal de specificite anti 
Rhesus du globule rouge humain. 

L'anticorps selon l'invention peut egalement etre un anticorps dirige contre des virus 
pathogenes pour l'homme, contre des antigenes de tumeurs malignes ou contre les 
20 antigenes d'une bacterieou d'un parasite pathogene pour l'homme. 

Avantageusement, l'anticorps selectionne montre une augmentation superieure a 
100%, 250%, 500%, ou 1000% du taux de liberation d'IL-2 par rapport au controle en 
absence d'anticorps ou en presence d'un anticorps donne comme reference negative. 
25 Les precedes decrits ci-dessus peuvent eventuellement etre realises en presence 
d'immunoglobulines humaines (IVlg). 

Dans un aspect supplementaire, l'invention vise l'utilisation desdits anticorps 
selectionnes comme support therapeutique en medecine humaine, notamment pour la 



fabrication d'un medicament destine an traitement des maladies autoimmune*, 
inflammatoires, des eancers et des infections par des agents pathogenes. 

Dans «n autre aspect, Invention porte snr un kit permettan, d'evaluer Factivite 
biologique d'un anticorps comprenant des moyens et des reactifs necessaires ponr U> 
dosage d'au moins une cytokine, par example IL-2, IFN et/ou TNF, ct des ceHules 
effectrices exprimant un ou plusieurs recepteurs FcR, notammcnt le rfcepteur CD 1 6. 

Legende 

FIGURE 1 : Liberation de cytokine (IL-2, IFN et TNF) de leucocytes induits par 
des anticorps en presence de leur cible. & 

A- Schema d' activation des leucocytes. 

B- Les lenlooytea out ete incubes avec differents anticorps en presence d'hemaues. 
Apres une nuit d'incubation, la liberation de TNFa et IFN7 dans le sumageant a ete 
quantifiee par ELISA. v 

FIGURE 2 : Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK induites par d W 
anticorps en prince de lenr cible (LFB-R297-RBO 13/06/02 
0 A- Schema d'activation des cellules NK. 

B-Des cellules NK purifies ont e.e melangees avec differents anticorps anti-D en 
presence d'hematies rhesus + . Apres une unit d'incubation, la liberation de TNFa et 
IFN? dans le sumageant a &6 quantise par ELISA. 

,5 FIGURE 3 : Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK induites par des 
anticorps en presence de leur cible (LFB-R297-RBQ- 13/08/02 

Des cellules NK purifiees on. ete melangees avec differents anticorps anh-D en 
pr6sence d'hematies rh6sus +. Apres une nuit d'incubation, la liberation de TNFa et 
IFN? dans le sumageant a ete quantifiee par ELISA. 
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FIGURE 4 : Liberation d'IL2 de Jurkat CD16 induites par un anti-CD20 

A- Schema d' activation de cellule Jurkat. 

B- Des cellules Jurkat CD16 ont ete melangees avec differents anticorps anti-CD20 en 
5 presence d'hematies rhesus + et de PMA. Apres une nuit d'incubation, la lib6ration 
d'IL-2 dans le surnageant a ete quantifiee par ELISA. 

FIGURE 5 : Liberation d*IL2 de Jnrkat CD16 induites par un anti-D 

A- Schema d' activation de cellule Jurkat. 
10 B- Des cellules Jurkat CD16 ont &6 melangees avec differents anticorps anti-D en 
presence d'hematies rh6sus + et de PMA. Apres une nuit d'incubation, la liberation 
d'IL-2 dans le surnageant a ete quantifiee par ELISA. 

Exemple 1 : Test Jurkat CD16 

15 

Anticorps temoins : 

Anticorps polyclonaux WinRho, anticorps monoclonal DF5-EBV, anticorps 
monoclonal DF5-YB2/0 

20 Principe : 

Ce test estime la capacite des anticorps anti-D a se fixer sur le recepteur CD16 (Fc 
gamma RIII) exprime sur les cellules Jurkat CD16 et a induire la secretion d'IL2. 
Ce test consiste a mettre en contact en P96 : les anticorps anti-D, les h6maties Rhesus 
positives traitees a la papaine, les cellules Jurkat CD16 et du PMA. 
25 Apres une nuit d'incubation a 37°C, on centrifuge les P96 et on dose dans le 

surnageant la quantity d'IL2 secretee. 

Mode operatoire 

Materiel 

Anticorps temoins positif : Poly-D WinRho, DF5 YB2/0. 
— 30 Aulicoipb leinoins liegdlik . Df 5 
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Hematies Rhesus positif 

Cellules JurkatCD16 

Kit dosage IL2 : Quantikine de chez R/D. 

Methode 

Traitement a la papaine des hematies. 

in* de culot d'h6maties incube aveo 1ml d'une solution de papame (Img/ml) duuees 
en PBS incubee lOmn a 37°C. Puis 3 lavages en H20-NaCl 0. 1 5M. 
Melange reactionnel : 

-Anticorps : 50jxl d'une dilution a 150ng/ml en IMDM 5% SVF 
0 -PMA50uld'unedUutiona40ng/mlenIMDM5%SVF 

-Jurkat CD16. 50ul a 2xl06/ml en IMDM 5% SVF dt 
Incubation 1 nuit a 37°C 

Puis oentriiugadon des plaques, prelevement de lOOu! de suma g e*nts e, dosage d IL2 
1 5 avec le kit commercial, lecture k 450nm. 

On dom.eleavaleursCeup^sousforxued'his.cgramme pour chaque eehantiUon. , 

E*emple 2 : activation de cellule, NK et pr.duc.iou d'IL2 e« d'lFNv 

le recepteur CD16. App.ications : renforcement d'une reponse anti—le. L IL2 
Wait uue activation des lymphocytes T et des ceUules NIC pouvant aller ,usqu a une 
stimulation de la proliferation ceUulaire. L'lFNy stimule Pactivi.6 des CTU et pent 
25 renforcer 1' activite des macrophages. 

E,emple 3 : activation de monocytes macrophages et production de W et d-IL- 

IRa 



Applications : renforcement de la phagocytose et induction de proprietes anti- 
inflammatoires. Le TNF stimule la proliferation des macrophages et des lymphocytes 
infiltrant les tumeurs. L'lL-IRa est une cytokine qui entre en competition avec 1'ILl 
au niveau de son recepteur et exerce ainsi un effet anti-inflammatoire. 

5 

Exemple 3 : activation de cellules dendritiques et production d'XLlO 

Applications: induction d'une tolerance specifique a certains antigenes. L'lLlO est 
une molecule inhibitrice de l'activation de differentes cellules effectrices et de la 
10 production de cytokines. 
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5 , Utilisation d'un anticorps pour la fabrication d'un medicament destine a indwe la 
s^crttion d-au moins one cytokine par one cellule effecuice appartenaut au systeme 
tanunitaire, ledit anticorps etant carac«rise en ce qu'il est obtenu par nn proced* de 
selection comprenant une mise en contact de cellules effectrices du systeme 
immunitaire exprimant le recepteur CD16, bansformees on non, dans un mtheu 

,0 reactionnel en presence de , 'anticorps a tester et de l^gine. dudi, .anticorps et una 
mesure de la quantite d'au moins une cytokine prodnite par la cellule expnman. le 
recepteur CD1 6. 

2. Utilisation selon la revendicarton 1, caracterise en ee que le precede de selection est 
15 mise en omvre avec nnc cellule Jurkat exprimant le rfcepteur CD16. 

3. Utilisation selon I'une desrevendicationsl a 2, caracterise en ce que les cytokines 
liberees sont des interleukines. 

4. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 2, caracterise en ce que les cytokines 
liberees sont des interferons. 

5. Utilisation selon l'une des revendications 1 a 2, caracteris6 en ce que les cytokines 
liberees sont des facteurs de n6crose tissulaire (TNF). 

6 Utilisation selon I'une des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 1'anticorps 
selectionne a la capacite d'induire la secretion d'au moins une cytokine choisie pann, 
IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNFa et IFN? par les cellules effectrices du systeme 
immunitaire exprimant le r6cepteur CD 16. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede de selection d'un anticorps pour la fabrication d'un mddicament destine a 
induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule effectrice appartenant au 
systeme iirnnunitaire, comprenant une mise en contact de cellules effectrices du 
systeme immunitaire exprimant le recepteur CD16, transforniees ou non, dans un 
milieu reactionnel en presence de l'anticorps a tester et de 1' antigene dudit anticorps et 
une mesure de la quantite d'au moins une cytokine produite par la cellule exprimant le 
recepteur CD 16. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est mis en ccuvre avec une 
cellule Jurkat exprimant le recepteur CD 16. 

3. Procede selon Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que les cytokines 
liberees sont des interleukines. 

4. Procede selon l'une des revendications 1 a 2, caracterise en ce que les cytokines 
1 iVter^es =or»t des interferons. . .. - 

5. Procede selon l'une des revendications 1 a 2, caracterise en ce que les cytokines 
liberees sont des facteurs de necrose tissulaire (TNF). 

6. Procede selon Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que Fanticorps 
selectionne a la capacite d'induire la secretion d'au moins une cytokine choisie parmi 
IL-1, lL-2 f IL-3, 1L-4, IL-5, IL-6, TNFa et IFNy par les cellules effectrices du systeme 
immunitaire exprimant le recepteur CD 16. 



7 Utilisation selon la revocations 1 on 2, caracterise en ce que ce one 1'anticorps 
selection^ a .a capacite d'induire la secretion d'IL-2 par les cellnles effectnces du 
systeme immunitaire exprimant le rfcepteur CD 16. 

5 8. Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que 1'anticorps est 
selectionne apres avoir ete purifie. 

9 Utilisation selon Tone des revendications 1 a 8, caracterise en ce qne Vantigene 
provientd'une cellule pathologique ou d'nn organisme pathogtae pour ll«»mme. 

,0. Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que 1'anticorps 
selectionne est capable d'induire la secretion d'au moins une cytokine par' one celMe 
.eucocytaire, en particulier de la famille des KK (natural killer) ou par des cellules du 
groupe monocytes-macrophages. 

11. Utilisation selon rune des revendications 1 » 10, caracterise en ce que 1'anticorps 
est un anticorps monoclonal ou polyclonal. 

12 Utilisation selon 1'une des revendications till, caracttee en ce que 1'an.icorps 
20 est un anticorps de specificite anti Rhesus du globule rouge humam. 

13, utilisation selon 1'nne des revendications 1 a 11, caracterise en ce que 1'anticorps 
est un anticorps dirige contre des virus pathogenes pour Vhomrne. 

25 14. Utilisation selon 1'une des revendications 1111. caracterise en ce que 1'anticorps 
est un anticorps dirig6 contre des antigenes de tumeurs malignes. 

15 Utilisation selon 1'une des revendications lull, caracterise en ce que 1'anticorps 
est un anticorps dirige contre les antigenes d'une bacterie ou d'un parasite pathogene 
30 pour Vhomme. 
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7. Precede selon la revendications 1 ou 2, caracterise en ce que ce que l'anticorps 
selectionne a la capacite d'induire la secretion d'IL-2 par les cellules effectrices du 
systeme immunitaire exprimant le recepteur CD16. 

5 8. Procede selon l'une des revendications 1 a 7, caracterise en ce que l'anticorps est 
selectionne apres avoir ete purifie. 

9. Procede selon l'une des revendications 1 a 8, caracterise en ce que I'antigene 
provient d'une cellule pathologique ou d'un organisme pathogene pour rhomme. 

10 

10. Procede selon l'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que l'anticorps 
selectionne est capable d'induire la secretion d'au moins une cytokine par une cellule 
leucocytairc, en particulier de la famille des NK (natural killer) ou par des cellules du 
groupe monocytes-macrophages. 

15 

11. Procede selon l'une des revendications 1 a 10, caracterise en ce que r anticorps est 
un anticorps monoclonal ou polyclonal. 

12. Procede selon l'une des revendications I a 1 1, caracterise en ce que Tanticorps est 
00 ins anticorps de specificite ant? Rhesus du globule rouge humain. 

13. Procede selon l'une des revendications 1 a 1 1, caracterise en ce que l'anticorps est 
un anticorps dirige contre des virus pathogenes pour rhomme. 

25 14. Procede selon l'une des revendications 1 a 1 1 , caracterise en ce que l'anticorps est 
un anticorps dirige contre des antigenes de tumeurs malignes. 

15. Proc6d6 selon l'une des revendications 1 a 11, caracterise en ce que l'anticorps est 
un anticorps dirige contre les antigenes d'une bacterie ou d'un parasite pathogene pour 



30 rhomme. 
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16 Utilisation selon Tune des tevendications 1 a 15, caracterise en ee que Parmcorps 
s4 lec,ionn6 montre une augmentation snperieure a 100%, 250%, 500%, on 1000% du 
tanx de liberation d'IL-2 par rapport an contrOle en absenoe d'anticorps ou en presence 
d'un anticorps donn6 comme reference nigative. 

17. Utilisation selon 1'une des revendications 1 a 16 comme support therapeutique en 
medecine humaine. 

. 18 Utilisation selon 1'une des revendications . 1 a' 17 pour la fabrication d'un 
medicament destine an traitement des maladies autoimmnnes, inflammatotres, des 
cancers et des infections par des agents pathog&ies. ^ 

19 Kit permcttant d'evaluer l'activite biologique d'un anticorps comprenant des 
moyens et des reactifs necessaires pour le dosage d'au moins one cytokine, notamment 
IL-2, 1FN et TNF, et des cellules effectrices exprimant le recepteur CD16. _ 



16. Precede selon l'une des revendications 1 a 15, caracterise en ce que l'anticorps 
selectionne montre une augmentation superieure a 100%, 250%, 500%, ou 1000% du 
taux de liberation d'IL-2 par rapport au controle en absence d'anticorps ou en presence 

5 d'un anticorps donne comme reference negative. 

17. Procede selon l'une des revendications 1 a 16 dans lequel l'anticorps selectionne 
est utile comme support therapeutique en medecine humaine. 

10 18. Procede selon l'une des revendications 1 a 17 dans lequel l'anticorps selectionne 
est destine a la fabrication d'un medicament pour le traitement des maladies 
autoimmunes, inflammatoires, des cancers et des infections par des agents pathogenes. 

19. Kit permettant d'evaluer Tactivite biologique d'un anticorps comprenant des 
15 moyens et des reactifs necessaires et des cellules effectrices exprimant le recepteur 
CD16 pour la mise en mise du proc6de selon l'une des revendications 1 a 18 
permettant le dosage d'au moins une cytokine, notamment IL-2, 1FN et TNF. 




FIGURE 1A 



Liberation de cytokine ( ,L2, .FN et TNF) de leucocytes induite par des anticorps en 
presence de ieur cible 
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FIGURE IB 



Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK 
induites par des anticorps en presence de leur 
cible (LFB-R297-RBC) 
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FIGURE 2A 



Liberation de cytokine (IFN, TNF) de cellules NK induites par des anticorps en 
presence de leur cible (LFB-R297-RBC) 




FIGURE 2B 
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FIGURE 3 
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Liberation d'lL2 de Jurkat CD 16 
induites par des anticorps anti-CD20 




FIGURE 4A 



Liberation d'lL2 de Jurkat CD16 induites par un anti-CD20 




FIGURE 4B 
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Liberation d'IL2 de Jurkat CD 16 
induites par des anticorps anti-D 




hematies 



FIGURE 5 A 
Liberation dML2 de Jurkat CD16 induites par anti-D 
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FIGURE 5B 
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